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摘要 :【 目的] 明确 绿 原 酸 ( chlorogenic acid, CA) 对 手 毒 蛾 核 型 多 角 体 病毒 Lymantria dispar 
necleopolyhydrovirus ( LINPV ) 致 病 力 的 影响 , 7] 9E SR 0 E26 RACIAL AK AE S 【方法 】 采 用 食料 给 
Akty, m EAR 2 龄 幼虫 对 单独 LdNPV 及 添加 绿 原 酸 的 LANPV (CA + LdNPV) 的 
剂量 及 致死 时 间 响 应 。【 结果 】CA +LdNPYV 与 单独 LdNPV 对 舞 毒 峨 2 龄 幼虫 的 剂量 及 时 间 响 应 间 
有 显著 差异 ,二 者 对 姓 毒 峨 2 龄 幼虫 的 致死 中 浓度 (LCso) 分 别 为 161.8 OBs/uL(95% 的 置信 区 间 
为 105.6~235.3 OBs/ uL) f= 264.4 OBs/uL(9596 $5 X 4& EC I8] 2j 178.6 ~384.0 OBs/uL) ,前 者 对 
舞 毒 蛾 的 致 病 力 较 后 者 强 。CA + LdNPV AAR 2 龄 幼虫 的 致死 中 时 间 (LT,,) 较 LdNPV 的 短 ， 
当 LdNPV 浓度 为 590 OBs/uL, CA + LANPV 及 LdNPV x] t A3, 2 龄 幼虫 的 LT 2-3] 27 9.9 d 和 
12.3 d; 3i LdNPV 浓度 为 5 900 OBs/uL 时 , 则 LT4,2-3] 29 6.9 d 49 8.0 d。 绿 原 酸 降低 了 LdNPV 
对 舞 毒 蛾 幼虫 的 致死 中 浓度 ,缩短 了 致死 中 时 间 。【 结论 】 绿 原 酸 可 提高 LdNPV xp AER. 龄 幼 下 
的 致 病 力 ,其 机 理 有 待 进一步 研究 。 
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Chlorogenic acid enhances the virulence of Lymantria dispar 


necleopolyhydrovirus ( LANPV ) 

LIU Hai-Jing', DUAN Li-Qing ^" , LI Hai-Ping?, FENG Shu-Jun’, ZHANG Bo-Bo' (1. Forestry 
College, Inner Mongolia Agricultural University, Hohhot, 010019, China; 2. Agricultural College, 
Inner Mongolia Agricultural University, Hohhot 010019, China) 

Abstract: [ Aim] To identify the effects of chlorogenic acid (CA) on the virulence of Lymantria dispar 





necleopolyhydrovirus ( LANPV ) so as to provide information for the prevention and control of the gypsy 
moth, L. dispar. [Methods] CA + LdNPV and LdNPV were bioassayed using diet plus method, to 
determine the dose and time response of the 2nd instar larvae of L. dispar. [Results] CA + LdNPV and 
LdNPV differed significantly in dose and time response when they were tested against the L. dispar 
larvae. The median lethal concentration ( LC4,) value of CA + LANPV to the 2nd instar larvae was 161.8 
OBs/uL (the 95% confidence limit was 105.6 -235.3 OBs/uL) , and that of LANPV was 264. 4 OBs/ 
uL (the 95% confidence limit was 178. 6 - 384. 0 OBs/uL). CA + LdNPV was more virulent than 
LdNPV against L. dispar larvae. The median lethal time ( LT;ọ) value of CA + LdNPV was shorter than 
that of LANPV. The LT., values of CA + LANPV and LdNPV were 9.9 and 12.3 days, respectively, at 
the concentration of 590 OBs/ uL of LANPV , and 6.9 and 8.0 days, respectively, at the concentration of 
5 900 OBs/ pL. The CA lowered the LC; value and shortened the LT;,value of LdNPV against the 2nd 
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instar larvae of L. dispar. 【 Conclusion】Chlorogenic acid enhances the virulence of LdNPV against the 


2nd instar larvae of L. dispar, and its action mechanism needs further study. 


Key words: Lymantria dispar; LdNPV; chlorogenic acid; virulence; median lethal concentration; 


median lethal time 


绿 原 酸 广泛 存在 于 高 等 双子 叶 植 物 和 蕨 类 植物 
中 ,是 由 咖啡 酸 (caffeic acid) 58 JERR ( quinic acid) 
组 成 的 缩 酚 酸 ,有 异 名 咖啡 单 宁 酸 , 属 于 正 双 羟基 酚 类 
ORR, 2005), FZ RARA Se CIBUS OT, 
2013) KA ERO FERE BR fS CHEESE, 2009) 时 其 
叶片 绿 原 酸 含量 显著 增加 , 降低 了 舞 毒 蛾 生长 发 育 
HERAN T, 2013), RAR 0.3% 的 绿 原 酸 人 
工 饲料 增加 了 舞 毒 蛾 幼虫 的 死亡 率 , 甚 至 不 能 完成 
生活 周期 ( 王 晓 丽 等 , 2014) 。 酚 酸 类 物质 会 改变 植 
食性 昆虫 对 病毒 ( Felton et al., 1987) 、 细 菌 ( Campo 
et al., 2013) E K (Sandre et al., 2011) 的 敏感 性 。 
取 食 含有 绿 原 酸 的 人 工 饲料 的 烟草 天 蛾 Manduca 
sexta. 幼虫 对 乳酸 球菌 Enterococcus faecali 病原 菌 的 
敏感 性 显著 降低 (Campo et al., 2013) ,但 将 苏 云 金 
杆菌 库 斯 塔 克 变 种 Bacillus thuringiensis subsp. 
kurstaki ( BTK) 菌 悬 液 与 绿 原 酸 及 多 酚 氧 化 酶 混合 ， 
增加 了 BTK 对 美洲 棉铃 虫 Heliothis zea 的 致 病 力 
(Ludlum et al., 1991) 。 绿 原 酸 是 否 会 影响 舞 毒 峨 
核 型 多 角 体 病毒 致 病 力 尚未 有 任何 报道 ,我 们 在 室 
内 通过 在 舞 毒 蛾 人 工 饲 料 中 添加 一 定 浓度 的 绿 原 
酸 ,研究 该 问题 ,探讨 植物 次 生物 质 对 昆虫 病原 微 生 
物 致 病 力 的 影响 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 

舞 毒 蛾 越冬 卵 采 自 辽宁 省 阜新 市 林业 局 。 轻 搓 
卵 块 取 覆 盖 毛 状 物 , 卵 粒 经 2% 的 84 消毒 液 ( 有 效 
氯 含量 为 530 +7.5 g/L) 消毒 1 min, 蒸馏水 冲洗 3 
次 ,阴干 , 放 入 培养 和 中 ,于 温度 为 25 x VC , 光 周 期 
16L: 8D 的 气候 培养 箱 孵化 ; 初 旷 幼 虫 转 人 装 有 人 工 
饲料 的 养 虫 杯 中 ,在 相同 条 件 饲养 至 2 龄 , 取 同 一 天 
达到 2 龄 的 舞 毒 蛾 幼虫 备用 。 
1.2. ”人工 饲料 

舞 毒 峨 人 工人 饲料 参考 加 拿 大 太平 洋 森 林 研 究 中 心 
(Pacific Forestry Centre, PFC) 提供 的 配方 进行 配制 ,在 
正常 饲料 添加 200 pg/g 绿 原 酸 (chlorogenic acid, CA) 
(贵州 迪 大 生物 科技 有 限 责任 公司 ) 配制 成 CA 饲料 ， 
其 含量 参考 Yamamoto ( 1969 ) ,制备 好 的 饲料 4C 冷藏 








































































































备用 ,每 份 饲料 的 使 用 期 限 为 一 星期 以 内 。 
1.3 和 舞 毒 蛾 核 型 多 角 体 病毒 
由 内 蒙古 农业 大 学 农学 院 植物 保护 教研 室 保存 
的 感染 LANPV 的 舞 毒 蛾 死 虫 经 蔗糖 梯度 提纯 得 到 ， 
用 蒸馏 水 稀释 到 所 需 浓度 。 通 过 预 实验 设 4 个 病毒 
浓度 (5.9, 59, 590 和 5 900 OBs/uL) 和 1 个 对 照 
(蒸馏 水 ) ,每 个 浓度 3 个 重复 ,每 一 重复 60 头 2 龄 
幼虫 ,共计 1 800 头 幼 虫 。 
1.4 生物 测定 

采用 人 工 饲料 段 (Duan and Otvos, 2001) 的 方 
法 ,将 人 工 饲料 段 ( 约 8 mg) 置 于 24 孔 组 织 培养 下 
中 ,用 微量 移 液 器 滴 加 病毒 液 1 nL( 对 照 滴 加 蒸馏 
水 ) ,每 孔 再 接 和 人 1 头 饥 俄 24 h 的 2 龄 幼虫 ,封口 加 
盖 、 遮 光 , 放 入 气候 培养 箱 (25 x 1C , 光 周 期 16L: 8D)， 
取 食 24 hb, 将 完全 食 尽 饲料 段 的 幼虫 转 入 小 养 虫 杯 
内 饲养 ,每 天 观察 .记录 幼 虫 死亡 、 暗 皮 情 况 。 实 验 
共 设 置 4 个 处 理 (正常 饲料 + 病毒 .正常 饲料 + 燕 
饮水 .CA 饲料 + 病毒 和 CA 饲料 + 蒸馏 水 ) 。 
1.5 数据 统计 与 分 析 

数据 处 理 采 用 Microsoft Excel 对 取 食 不 同 病 毒 
浓度 处 理 的 舞 毒 峨 幼 虫 死 亡 情 况 进行 统计 , 用 
POLO-PC 软件 对 不 同 病 毒 浓度 处 理 的 舞 毒 蛾 幼虫 
毒 力 进行 分 析 。 















































2 结果 


2.1 舞 毒 蛾 幼虫 对 LdNPV 浓度 变化 的 响应 
正常 人 工 饲料 和 添加 绿 原 酸 人 工 饲料 饲养 舞 毒 
蛾 感 病 幼 虫 死亡 率 如 图 1, 可见 舞 毒 蛾 幼虫 死亡 率 
随 着 病毒 浓度 的 增加 而 增加 ,而且 同一 病毒 浓度 下 ， 
取 食 添加 绿 原 酸 的 人 工 饲 料 的 幼虫 死亡 率 ( 图 T: 
B) 较 正常 人 工 饲料 (图 1: A) 的 高 。 另 外 ,病毒 浓 
度 的 增加 也 影响 舞 毒 峨 幼虫 发 病 速度 ,浓度 越 高 ,发 
病 越 快 。 浓 度 为 5 900 OBs/p.L 时 , 舞 毒 蛾 幼虫 在 给 
毒 的 第 6 天 就 开始 大 量 死亡 ,第 11 天 死亡 率 高 达 
92.8% ;浓度 为 5.9 OBs/uL HF, $ 10 -12 天 时 才 开 
台 死 亡 ,到 第 15 天 时 死亡 率 达 32.2% 。 没 有 感染 
病毒 的 幼虫 取 食 添 加 绿 原 酸 的 人 工 饲 料 第 5 天 也 开 
始 出 现 死亡 个 体 ,第 14 天 时 死亡 率 达 14.4% ,而 取 
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接 病毒 天 数 Days after virus inoculation 


接 病毒 天 数 Days after virus inoculation 
图 1 取 食 正常 人 工 饲料 (A) 和 添加 绿 原 酸 人 工 饲 料 (B) 的 舞 毒 峨 2 龄 幼虫 对 LdNPV 浓度 变化 的 响应 


Fig. 1 Response of the 2nd instar larvae of Lymantria dispar fed on the normal artificial diet ( A) and the artificial diet 
containing chlorogenic acid (B) to different concentrations of LANPV 
绿 原 酸 添加 浓度 为 200 ug/g; Æ 1 和 2 同 。200 ug/g chlorogenic acid was added to the diet. The same for Tables 1 and 2. 


食 正 常人 工 饲料 的 幼虫 死亡 率 只 有 3% 。 LdNPV 的 敏感 性 差异 较 大 。 
2.2 RARI} LANPV 对 舞 毒 蛾 2 龄 幼虫 致 病 力 由 表 2 可 知 , 舞 毒 峨 幼虫 取 食 添 加 绿 原 酸 人 工 
的 影响 饲料 ,LdNPV 浓度 为 590 OBs/p.L 时 ,致死 中 时 间 
取 食 添加 绿 原 酸 人 工 饲 料 和 正常 人 工 饲料 的 舞 。 (LTs) 为 9.9 (9.1~10.8) d; 浓 度 为 5 900 OBs/pL 
毒 蛾 幼虫 的 LdNPV 致死 中 浓度 (LCso ) 见 表 1, 添 加 。 时 ,LTs 为 6.9 (6.0 ~8.0) d; 舞 毒 蛾 幼虫 取 食 正常 
绿 原 酸 的 LANPV ( CA + LdNPV ) 对 舞 毒 峨 2 龄 幼虫 饲料 ,LdNPV 浓度 为 590 OBs/yuL Hf, LT4, Jj 12. 3 
的 LC 为 161.8 OBs/uL,95% 置信 区 间 为 105.6 ~ (11.5 ~13.8) qd, 浓度 为 5 900 OBs/uL 时 ,LT 为 
235.3 0Bs/pL, 单 独 LdNPV 对 舞 毒 蛾 2 龄 幼虫 的 。” 8.0 (7.8 ~8.2) d. 在 同样 病毒 浓度 下 ,添加 绿 原 












































LCa X 264. 4 OBs/uL, 9596 置信 区 间 为 178.6 ~ 
384.0 OBs/uL, — M LCa 及 LCo 的 95% 置信 区 间 
EARE 5096 ,说 明 二 者 之 间 差 异 显著 ,添加 





酸 入 工 饲 料 使 LdNPV 对 舞 毒 蛾 幼虫 的 LT 缩短 , 病 
毒 浓 度 越 低 时 LT% 缩 短 越 明显 ,浓度 为 590 OBs/ pL 
时 ,缩短 2.4 d; 浓 度 为 5 900 OBs/uL 时 ,缩短 1.1 d。 


综合 以 上 结果 可 见 人 工 饲料 中 添加 绿 原 酸 对 
LaNPV 毒 力 具有 增强 作用 。 





绿 原 酸 使 LdNPV XTEEREIR 2 龄 幼虫 的 致 病 力 提高 
了 0.6 倍 。CA - LANPV 处 理 的 斜率 较 大 ,说 明 舞 毒 
蛾 幼虫 个 体 间 对 CA + LdNPV 敏感 性 差异 减 小 , 对 





R1 绿 原 酸 对 LANPV 对 舞 毒 蛾 2 龄 幼虫 致死 中 浓度 的 影响 
Table 1 Effects of chlorogenic acid on the LC;s, value of LdNPV to the 2nd instar larvae of Lymantria dispar 
毒 力 比 








处 理 AE + SE LCso 及 95% "Er fci IR ( OBs/ uL) LCoo Æ 9596 E fri B ( OBs/ pL) 卡 方 自由 度 
Treatment Slope + SE LCso and 95% confidence limit LCo and 95% confidence limits x. df Virulence ratio 
CA + LdNPV 0.91 x0.08 161.8 (105.6 - 235.3) 4 139.4 (2 552.0 -7 719.2) 6.6 10 1.6 
LdNPV 0.76 x 0.06 264.4 (178.6 -384.0) 13 033.9 (7 222.9 -28 043.1) 4.6 10 ` 





CA +LdNPV: 病毒 处 理 的 绿 原 酸 饲料 Artificial diet containing chlorogenic acid and mixed with LANPV; LdNPV ; 单独 病毒 处 理 的 正常 饲料 Normal 


artificial diets mixed with LANPV. 下 同 The same below. 


R2 绿 原 酸 对 LdNPV 对 舞 毒 蛾 2 龄 幼虫 致死 中 时 间 的 影响 
Table 2 Effects of chlorogenic acid on the LT., value of LdNPV to the 2nd instar larvae of Lymantria dispar 








LdNPV YKJE ( OBs/ uL) 处 理 死亡 率 (% ) RFX E SE LTs 及 95% 置信 限 (d) LTw 及 95% 置信 限 (d) i 1 
LdNPV concentration "Treatment Mortality Slope € SE LT5o and 9596 confidence limits LToo and 9596. confidence limits X y 
$5 CA + LdNPV 75.56 6.8 x0.3 9.9 (9.1 —10.8) 15.1 (13.1 - 19.0) 381 36 

LdNPV 66.67 8.5 +0.5 12.3 (11.5 - 13.8) 17.4 (15.1 - 22.8) 295 37 

S000 CA + LdNPV 92.78 6.7 x0.3 6.9 (6.0 -8.0) 10.8 (9.1 -15.2) 743 31 

LdNPV 83.33 10.1x0.5 8.0 (7.8 -8.2) 10.7 (10.3 -11.3) 66 31 
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3 讨论 


在 人 工 饲 料 中 添加 了 酚 性 物质 绿 原 酸 提 高 了 
LdNPV 对 舞 毒 蛾 2 龄 幼虫 的 致 病 力 ,表现 在 致死 中 
浓度 的 降低 和 致死 中 时 间 的 缩短 ,说 明 绿 原 酸 对 舞 
毒 蛾 核 型 多 角 体 病毒 有 明显 的 增 效 作用 。 

寄主 植物 酚 性 物质 含量 影响 舞 毒 蛾 对 核 型 多 角 
体 病毒 的 敏感 性 , 取 食 栎 树 Quercus spp. 类 叶片 比 取 
食 杨 树 Populus spp. 类 死亡 率 低 , 栎 树叶 片 的 酚 性 物 
质 含 量 高 于 杨 树 (Keating et al., 1988) ,用 栎 类 叶片 
提取 液 与 LdNPV 混合 ,导致 LdNPV 的 多 角 体 聚集 ， 
将 这 些 多 角 体 聚集 物 与 人 工 饲 料 一 起 饲 喂 舞 毒 峨 4 
龄 幼虫 ,其 致 病 力 却 并 未 受到 影响 (Keating et al., 
1990) , 而 我 们 的 实验 结果 证 明 添 加 人 工 饲料 绿 原 
酸 使 LdNPV Xp TE SESME 2 龄 幼虫 的 致 病 力 增加 。 
Keating 等 (1990) 认为 酚 性 物质 对 昆虫 病毒 的 影响 
比较 复杂 ,并 不 在 于 多 角 体 的 聚集 ,可 能 主要 取决 于 
昆虫 中 肠 环 境 , 而 中 肠 环 境 与 昆虫 的 食料 及 昆虫 龄 
期 有 关 (Schultz and Lechowicz, 1986) , 舞 毒 蛾 4 龄 
幼虫 中 肠 环境 与 2 龄 幼虫 的 有 无 差异 还 需 进 一 步 
研究 。 

美洲 棉铃 虫 H. zea 核 型 多 角 体 病毒 ( HzNPYV ) 
粒子 与 绿 原 酸 接触 时 , 毒性 减 小 (Felton et al., 
1989) ,与 我 们 对 LdNPV 测定 的 结果 相反 。 毒 性 降 
低 的 原因 推测 是 绿 原 酸 与 HzNPV 结合 会 立即 被 氧 
化 成 邻 醒 类 物质 ,迅速 与 HzNPV 粒子 共 价 结合 ,在 
肠 道 碱 性 条 件 下 减 小 HzNPV 的 可 消化 性 和 水 解 性 。 
Ali 等 (1999 ) 测定 绿 原 酸 高 表达 转基因 番茄 系列 及 
人 工 饲 料 添 加 绿 原 酸 对 烟 芽 夜 蛾 Heliothis virescens 
和 美洲 棉铃 虫 Hzea 对 核 型 多 角 体 病毒 ( HzSNPYV ) 
的 敏感 性 ,结果 表明 供 试 幼虫 病毒 死亡 率 与 转基因 
植株 绿 原 酸 含量 成 正比 ,但 与 人 工 饲 料 中 添加 绿 原 
酸 量 成 反比 ,说 明 酚 性 物质 对 昆虫 核 型 多 角 体 病毒 
毒 力 的 影响 机 制 比较 复杂 , 需 深入 研究 。 

绿 原 酸 也 影响 昆虫 对 病原 细菌 的 敏感 性 。 在 人 
工 饲 料 中 添加 绿 原 酸 后 ,烟草 天 蛾 Manduca sexta 对 
乳酸 球菌 Enterococcus faecalis 的 敏感 性 降低 ,但 对 致 
病 性 较 强 的 绿 脓 杆菌 Pseudomonas aeruginosa. 的 敏 
感性 提高 了 (Campo et al., 2013), 。 将 Bacillus 
thuringiensis subsp. kurstaki ( BTk) 混合 后 饲 喂 美洲 
Tt H. zea 幼虫 ,提高 了 幼虫 死亡 率 (Ludlum et 
al., 1991) 。 酚 性 物质 对 昆虫 的 影响 作用 取决 于 酚 
氧化 酶 的 氧化 作用 (Felton et al., 1989) ,或 昆虫 中 














































































































肠 的 自身 氧化 作用 (Summers and Felton, 1994)。 植 
物 组 织 中 大 量 的 抗 氧化 物质 (维生素 上、 类 胡 葛 下 
RJ B Hr BK DC ili B dh E) 会 影响 酚 酸 物质 
(Ahmad, 1992) ,而 人 工 饲 料 中 添加 酚 性 物质 与 植 
物 自身 酚 性 物质 对 昆虫 及 其 病原 物 的 影响 有 区 别 ， 
绿 原 酸 等 酚 性 物质 对 昆虫 病毒 等 病原 微生物 的 影响 
及 机 理 尚 无 定论 ,还 需 进 一 步 研究 。 
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